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CHROM. 4661

Trennung von Nucleinsiurebausteinen und ihren Strukturanalogen an
Sephadex G-10

Die Verwendung von Sephadex zur Trennung von Purin- und Pyrimidinver-
bindungen wurde mehrfach in der Literatur beschrieben!-8. Infolge reversibler Ad-
sorption der heterocyclischen Substanzen? kommt es insbesondere an dem stark
vernetzten Geltyp G-I0 zu einer Retardierung, die Kp-Werte iiber 1 ergibt. Obwohl
auf dieser Grundlage liberwiegend qualitative Stofftrennungen durchgefiihrt wur-
den!:2,5,8, wurde der Effekt auch zur quantitativen Bestimmung von Purinen und
Pyrimidinen benutzt4 und zur chromatographischen Strukturanalyse verwendet?. Da
die in der Literatur publizierten Elutionskonstanten von Purin- und Pyrimidin-
derivaten auf Grund nicht streng vergleichbarer Versuchsbedingungen nur in be-
grenztem Umfange verallgemeinerungsfiihige Aussagen gestatten, werden in der
vorliegenden Arbeit fiir etwa 50 Purin- und Pyrimidinverbindungen in vergleichbarer
Weise ermittelte Elutionskonstanten genannt, die unter optimalen Trennbedin-
gungen bestimmt wurden. Im Vergleich zu bisherigen Trennungen wurde das Auf-
l6sungsvermégen des Trennvorganges erhdht. Fiir eine Zahl von Strukturanalogen
natiirlicher Pyrimidine und Purine wurden erstmals Elutionskonstanten ermittelt.

Material und Methoden

Wissrige Lésungen von Gemischen von Reinsubstanzen (50-300 xg) und Kultur-
medien von Candida guilliermondii wurden auf einer 235 X 1.3 cm-Siule von Sepha-
dex G-10 (normal, wr 1.0 4 0.1 g/g, Partikelgrosse 4o0-120 ) durch Elution mit
0.01 M (NH,),CO,, pH 9.0, getrennt. Im Durchflussphotometer Uvicord IT (LKB)
wurde die Extinktion bei 254 nm bestimmt und logarithmisch registriert. Tot- und
Auftragsvolumen wurden moglichst gering gehalten. Fraktionen a 4.5 ml wurden
mit Hilfe eines Uvicord-Fraktionssammlers (LKB) aufgefangen. Die Peaks der Elu-
tionskurve wurden im Unicam SP 8oo0-Spektrophotometer ausgemessen. Als Aus-
schlussvolumen V) galt die Elutionsposition von Dextranblau. Eine konstante Durch-
flussgeschwindigkeit wurde durch konstanten hydrostatischen Druck aufrechterhal-
ten. Eine Anderung diesér Grosse beeinflusst die theoretische Bodenhdhe, nicht aber
die Elutionskonstante®. '

Obwohl nach Lit. 7 und 10 ein neutrales bzw. schwach saures Elutionsmittel zu
stirkerer Adsorption, grosseren Elutionsvolumina und damit zur Spreitung des
Fraktogramms fiihrt, betrachten wir die getroffene Versuchsanordnung als giinstiger.
Durch die Verrmgerung der theoretischen Bodenhthe H bei pH 9.0 im Vergleich zu
pH 7.0 erreichten wir eine bessere Trennschiirfe und verhinderten eine Verdiinnung.
Das Auflésungsvermégen konnte durch Verlidngerung der Sdule erhéht werden, ohne
dass zusitzliche Diffusionskrifte bei lingeren Trennzeiten die Banden verbreitern.
Als VeP-Wert gilt die Grosse Ve — Vo/Vo. Kp-Werte (Ve — Vo/Vi) wurden wegen der
unzulinglichen Bestimmungsmdoglichkeit von V¢ nicht errechnet.

Ergebnisse und Diskussion
Innerhalb eines Trennvorganges konnten bis zu sechzehn Verbindungen quanti-
tativ getrennt werden (Fig. 1). Das hohe Auflésungsvermdgen fiir N-Basen, Nucleo-
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side und deren Strukturanaloga erweist die reversible Adsorption als niitzliches
Trennprinzip fiir N-Heterocyclen. Es ist besonders fiir die Trennung von Struktur-
analogen wertvoll, da diese einer papier- oder diinnschichtchromatographischen Ana-
lyse nur schwer zuginglich sind. Die quantitative Bestimmung ist leicht moglich
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Fig. 1. Trennung von:Purin- und Pyrimidinverbindungen durch Adsorptionschromatographie an
Sephadex G-10. Zeitbedarf der Trennung: 30 Std. Geschwindigkeit des Papxertra.nsports im LKB-
Schreiber: 10 mm/Std Verwendete Abkilirzungen: AMP = Adenosin-5’-monophosphat; AR =
Adenosin ; '6-Aza-U = 6-Azauracil; 6-Aza-UR = 6-Azauridin; C = Cytosin; CR = Cytxdxn 5-
FUdR .= 5-Fluordesoxyur1dm G = Guanin; GR = Guanosm, 5-JU = 5-Joduracil; - OR =
Orotidin; Pu = Purin; T = Thymin; U = Uracil; UMP = Uridin-s'-monophosphat; X=
Xanthin,

durch Ausmessen des Kurvemnhaltes bei linearer Registrierung der Extinktion. Fir
die N ucleotlda.nalyse muss das Verfahren infolge der héheren Molekulargew1chte dieser
Verbmdungen un7ulang11ch blelben Nucleoside werden in gleicher Weise wie die in
ihnén enthaltenen N-Basen retardiert. Demzufolge wird vorrangig am heterocycli-
schen Kern adsorbiert, sofern keme intramolekularen Wechselwirkungen zwischen
Kernsubstituenten und der Ribose moghch sind (vgl. z.B. 5-Aminouridin). Am Gel
erfolgt die Adsorptxon wahrscheinlich durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken vom
heterocycllschen und Ammogruppenstlckstoff zu Hydroxylgruppen und Atherbriicken
der Gelmatrix”.9. Substituenten, die ein freies Elektronenpaar am N begiinstigen,
vergrossern die Adsorptlon7 ebenso wie eine gréssere Zahl von zur Wasserstoffbriicken-
bindung befihigter N-Atome (Purine, Aminoverbindungen). Beispiele kdnnen der
Tabelle I entnommen werden (Azaverbindungen, 5'-halogenierte Uracile u.a., vgl.
unsere ausfﬁhrhchere Publlkatlon”) Da bei den in der Literatur beschriebenen Anwen-
dungen der Gelfiltration zur Trennung von Purin- und Pyrmudmverbmdungen nicht
immer verglelchbare Versuchsbedingungen angewendet wurden und auch unter Stan-
dardbedmgungen das- Phasenverhiltnis ¢ nicht exakt reproduzierbar ist, griffen wir
auf die in der Papier- und Diinnschichtchromatographie hiufig verwendete Rps-Wert-
Bezlehung zurilick!!-13, SWEETMAN UND Nyuam? konnten mit Hilfe von 4 log V-

Werten* Elutmnsvolumma fiir Purmverblndungen voraussagen. Das gelingt uns auch
fir Pynmldmdenvate" Mitunter entstehen aber Werteverschiebungen, da sich nicht
immer ein additiver Zusammenhang der fiir die einzelnen, Molekiilteile ermittelten
Werte ergibt. Die Niitzlichkeit der Rps-Wert-Beziehung geht aus den in der Tabelle
II aufgeflihrten Werten hervor. Obwohl die dort mitgeteilten 4 log Ve°-Werte an

-* Die Grbsse log 78 entspricht. dem Ra-Wert, d.h. log (1/Rp-1).
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TABELLE I
KONSTANTEN DER GETRENNTEN VERBINDUNGEN

Molekular- Vo0 log V0
gewicht
5-XMP 364 0.08 — 1,081
5’-IMP 348 0,09 —1.032
5’-UMP 324 o.11 —0.963
5’-CMP 323 0.13 —o0.903
5’-GMP 363 0.22 —0.666
5'~-AMP 347 0.22 —0.664
5’-TMP 322 o.30 —0.519
Orotidin 288 0.35 —0.452
6-Azauridin 246 0.45 —0.345
5-Fluorodesoxyuridin 246 0.55 —0.257
Pseudouridin 244 0.86 —0.0606
6-Azauracil 113 0.8¢9 —0.052
6-Azathymin 127 o.8¢9 —0.052
Uridin 244 0.98 —o.011
5-Aminouridin : 259 1.02 0.007
Orotsiure 156 1.03 0.011
2-Thiouracil 128 1.04 0.018
5-Bromdesoxyuridin 307 1.04 0.015
5-Azauracil 113 1.06 0.025
1,3-Dimethyluracil 140 1.08 0.033
5-Fluoruracil 130 1.10 0.041
Cytidin 243 1.20 0.078
Thymidin 242 1.23 0.091
Inosin 268 1.28 0.107
Barbiturséiure 128 1.45 0.163
s5-Diazouracil 138 1.50 0.176
Isobarbitursiure 128 1.54 . 0.188
Uracil 112 1.55 0.190
6-Methyluracil 126 1.73 0.238
Cytosin 111 1.77 0.248
5-Methylcytosin 125 1.79 0.253
Isocytosin 111 1.83 0.261
Thymin 126 1.92 0.283
2-Chlorpyrimidin 99 1.96 0.291
2-Methyl-4-amino-5-idthoxy-
methylpyrimidins 167 1.99 0.299
2-Athyl-4-amino-5-dthoxy-
methylpyrimidin® 181 2.17 0.337
5-Aminouracil 127 2.28 0.358
4-Methylamino-2-methyl-5-
hydroxymethylpyrimidin® 152 2.35 0.371
Xanthin 152 2.43 0.385
Hypoxanthin 136 2.51 0.400
2-Aminopyrimidin 97 2.59 0.414
Guanosin 283 2.60 0.416
Dimethirimolb 161 2.61 0.417
2’-Desoxyguanosin 267 2.80 0.447
5-Bromuracil 190 2.86 0.456
Purin 120 3.29 0.517
5-Nitrouracil 157 3.33 0.522
4-Aminopyrimidin® a5 3.4I 0.533
2’-Desoxyadenosin 251 4.05 0.608
Ethirimolb 161 4.38 0.641
8-Azaxanthin 153 4.50 0.653
8-Azaguanin 152 4.60 0.663
- 5-Joduracil 237 4.70 0.672
Adenosin 267 4.99 . 0.608
Guanin 151 5.I1 0.708
8-Azaadenin 136 7 .88 o.897
Adenin 135 8.13 o.910

8 Diese Verbindungen wurden uns freundlicher Weise von Herrn Prof. Dr. SCHELLENBERGER
{Universitiit Halle) tiberlassen.

b Irtir die Uberlassung dieser Substanzen danken wir Herrn Dr. SAMpPsoN (Brackwell, U.K.).
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verschiedenen Sdulen bestimmt wurden, ist der Beitrag eines' Substituenten zum
chromatographlschen Gesamtverhalten bei unterschiedlicher Gelmenge gleich gross,
da im Differenzwert 4 log V¢? das Phasenverhéltnis p eliminiert wird.

TABELLE 1I
A Lo0G VO-WERTE FUR VERSCHIEDENE GELMENGEN

logVel(x) — log Ve (v)= AlogV O A log Vo
120 X 1.3cm-Sdule 235X 1.3 cm-Sdule

Uridin — Uracil —o0.212 —o0.20I
5-Nitrouracil — Uracil +0.333 +0.338
5-Bromuracil — Uracil -+~0.269 40,266
Hypoxanthin — Purin ~—0.120 —~0,117
Adenin — Purin +0.387 -0.393
6-Azauridin — 6-Azauracil —0.283 —0,290
6-Azauracil — Uracil —0.243 ~0.,242
Schlussfolgemngen

Die beschriebene Methode liefert schnelle und reproduz1erbare Aussagen tiber
die Anzahl und Menge von Pyrimidin- und Purinverbindungen in Gemischen biolo-
gischer oder anderer Herkunft (Fig. 2). Siedient uns z. Zt. zur qualitativen und quanti-
tativen Analyse von Stoffausscheidungen der flavinogenen Hefe Candida guilliermon-
dii 1418 ynd zur Bestimmung von Pyrimidinanalogen. Die in den Peaks der Elutions-
diagramme enthaltenen Verbindungen kénnen ausser durch die substanzspezifische
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Fig, 2. Siulenchromatographische Trennung eines Kulturmediums von Candida guilliermondii an
Sephadex G-10. Verwendete Abkurzungen AR = Adenosin; HX = Hypoxanthin; CR = Cytidin;
RF = Riboflavin; TR = Thymidin; U = Uracil; UR = Uridin; T = Thymin.

Elutionskonstante durch {ibliche papier- und diinnschichtchromatographische Me-
* thoden und anhand ihrer Spektren charakterisiert und identifiziert werden. Bei ent-

sprechender Einstellung der Registriereinrichtung kénnen noch 5 ug Substanz quan-’

titativ erfasst werden. Das Verfahren eignet sich in Versuchen mit radioaktiven .

Isotopen zur schnellen Bestimmung der spezifischen Radioaktivitit von Purin- und
Pyrimidinverbindungen.
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Fir die sorgfiltige Hilfe bei der Durchfithrung der Versuche danken wir Frau C.
TEICHLER.
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CHROM. 4643
Autoradiography of thin-layer radiochromatograms using Polaroid film

Autoradiography of thin-layer radiochromatograms has commonly been per-
formed by exposure of the radiochromatogram to X-ray film in a photographic dark-
room for various periods followed by development of the film with a suitable devel-
oper. This procedure requires the space for the photographic darkroom and the tedious
use of wet-process developers. Radiochromatographic scanners and cameras have
recently been employed as an alternate method for the detection of labeled compounds
on TLC plates, but price restrictions discourage many investigators from using this
technique. It was, therefore, desirable to devise an autoradiographic procedure which
would be both inexpensive and uncomplicated and would not require a darkroom
or a wet-process development. Incorporation of Polaroid film, as noted in a previous
report!, and a suitable exposure cassette into the autoradiographic process proved
to be an excellent technique which may be used by investigators who desire an in-
expensive, uncomplicated autoradiographic procedure. The procurement of a positive
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